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S (57) Abstract: The invention relates to a microbially produced, physiologically compatible, permeable film comprised of cellulose 
— that contains chitosan. Said film is, in essence, made with the aid of a microorganism that produces both cellulose and chitosan, 
and the film contains at least 0.1 wt. % chitosan. In order to produce this equally gas-permeable and/or liquid-permeable and/or 
transparent film, which is to be used, in particular, as a wound dressing and/or as a skin substitute and/or as an artificial blood 
^! vessel, first and foremost, recombinant bacterial cells of the strain Acetobacter xylinum are used, in which a gene that codes for 
^3 chitin synthetase has been transformed with the aid of a plasmid and/or vector. The gene itself, should come from a yeast such as 
e.g. Aspergillus nidulans or Neurospora crassa. The utilized host microorganisms can, however, also be additionally suited for the 
^ synthesis of biopolymers that are structurally related to chitin. 

£J (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein mikrobiell erzeugter, physiologisch-vertraglicher, permeabler Film, bestehend aus 
j£ Chitosan-enthal tender Cellulose, der im Wesentlichen mit Hilfe eines cellulose- und chitinproduzierenden Mikroorganismuses her- 

gestellt wurde und der mindestens 0,1 Gew.-% Chitosan enthalt. Flir die Herstellung dieses gleichermaBen gas- und/oder fllissig- 
2 keits- und/oder lichtdurchlassigen Filmes, der insbesondere als Wundauflage und/oder Hautersatz und/oder als kiinstliche Blutbahn 

eingesetzt wird, werden vor allem rekombinante Bakterienzellen des Stammes Acetobacter xylinum eingesetzt, in die ein fur Chi- 
Q tin-Synthetase codierendes Gen mit Hilfe eines Piasmids und/oder Vectors transformiert worden ist. Das Gen seibst sollte aus einem 

Hefepilz, wie z. B. Aspergillus nidulans oder Neurospora crassa, stammen. Die eingesetzten Wirtsmikroorganismen konnen aber 
^ auch zusatzlich zur Synthese von mit Chitin strukturell verwandten Biopolymeren geeignet sein. 
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Mikrobiell erzeugter, phyeiologisch-vertraglicher, permeabler 
Film, bestehend aus Chi tosan-enthal tender Cellulose 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein mikrobiell 
5 erzeugter, physiologisch-vertraglicher , permeabler Film, 
bestehend aus Chitosan-enthal tender Cellulose. 

Bei der Cellulose handelt es sich urn ein vorwiegend im 

Pf lanzenreich weit verbreitetes und dort meist mit anderen 

10 Gerustsubstanzen (Lignin) vergesellschaf tetes Polysaccharid 
aus p-1, 4-glycosidisch verkniipften Glucosemolekulen. Auch 
Mikroorganismen sind in der Lage, Cellulose zu 
synthetisieren. Native Cellulose besteht aus ca. 8 000 bis 
12 000 Glucoseeinheiten, entsprechend einer relativen 

15 Molekiilmasse von 1,3 bis 2,0 Mio. 

Chitosan ist ebenfalls ein Polysaccharid biologischen 
Ursprungs und entsteht durch Deacetylierung von Chitin, einem 
P-1, 4-glycosidisch verkniipften Biopolymeren aus Acetyl - 
20 Glucosamin-Einheiten. Chitin stellt die typische 

Gerustsubstanz der hoheren Pilze (Standerpilze) und 
Arthropoden dar. 

Anwendungsbereiche fur Kombinationen aus Cellulose und 
25 Chitosan sind aus dem Stand der Technik bestens bekannt. So 
konnen bspw. Mischungen aus Chitosan und Cellulose mit Hilfe 
transformierter Pf lanzenzellen erhalten werden (WO 00/09729) ; 
allerdings stehen im Zusammenhang von Kombinationen aus 
Cellulose und Chitosan kosme'tische Formulierungen, die 
30 Wundversorgung und hier insbesondere spezielle Formen von 
kvinstlicher Haut im Vordergrund. 

So sind aus der Literatur Wundabdeckungen bekannt, die 
Chitosan-Derivate, wie z. B. Succinyl -Chitosan enthalten 
35 (JP 08196613) oder eine Kombination aus Heparin als 
Polysaccharid-Komponente und Chitosan (WO 96/02 260) . 
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Als kiinstliche Haut werden laut K. Matsuka et al. [Nesslo, 
Vol. 18, Nr. 2., 1992, Seiten 79-82] nicht verwobene, 
synthetische Fasern eingesetzt, die eine mit Chitosan 
gecoatete Cellulose enthalten. In dem japanischen Dokument 
5 JP 03 90011 ist ein Kosmetikum fur die Hautmassage 

beschrieben, mit einem Anteil an Chitosan-enthaltender 
Cellulose. Eine Mischung aus Chitosan und polysaccharidischen 
Fasern wird gemaS JP 0315475 als Bandage zum Schutz von 
Wunden eingesetzt. 

10 

Neben diesen Mischungen sind auch reine 

Cellulosezubereitungen als Haiitersatz oder Hautabdeckung 
bekannt: So wird gemafc J. D. Fontana et al. [Appl . Biochem. 
Biotechnol., Vol 24-25, 1990, Seiten 253-264] eine von 
15 Acetobacter stammende Cellulosehaut als temporarer Hautersatz 
verwendet. GemeiS WO 86/02 095 wird ebenfalls Acetobacter 
herangezogen, urn Cellulose zu produzieren, die als kunstliche 
Haut oder als Lederersatz verwendet wird. 

20 Acetobacter wird gemaS Carbohydrates Polymers 32(1997), 

S. 223-227 zur Hers.tellung eines Polysaccharids mit einem N- 
Acetylglucosamin-Rest in Gegenwart von D-Glucose und 
Phosphorylchitin verwendet. 

25 Aber auch bioabbaubare Filme sind bekannt, die bspw. gemaS 
RU 2 108 114 aus dem Protein Collagen bestehen, das mit 
Glutaraldehyd quervernetzt wurde und das Chitosan enthalt . 
SchlieSlich beschreiben C. H. Su et al. in Biomaterials 
18(17), 1997, Seiten 1169-74 ein Pilzmycel als Quelle fur 

30 Chitin, das mit dem Polysaccharid p-l,3-Glucan als 
Wundabdeckung eingesetzt wird. 

Im Bereich der Wundbehandlung gibt es somit eine breite 
Palette an Produkten biologischen Ursprungs, die neben den 
35 herkommlichen Methoden zur Wundbehandlung, wie etwa Mull, 
Verband und Pflaster, vor allem fur die Behandlung 
gro&f lachiger Verletzungen eingesetzt werden. 
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So sind 2. B. Filme aus mikrobiell produzierter Cellulose der 
Firmen BioFill, Brasilien (US 4,912,049), Johnson & Johnson, 
USA (US 4,588,400 und US 4,863,565) und Weyerhaeuser, USA 
5 (US 4,863,565), bekannt . Die Filme werden dabei entweder 
direkt von den Bakterien (z. B. Acetobacter xylinum) 
produziert oder es wird aus der im Ruhrkesselreaktor 
produzierten Cellulose durch chemische Behandlung ein 
Cellulosef ilm hergestellt. 

10 

Mit Hilfe der Gentechnologie veranderte Mikroorganismen 
spielen in diesem Zusammenhang allerdings noch keine oder 
eine nur untergeordnete Rolle. Der WO 97/16540 kann bspw. 
allenfalls die Expression des Chit insynthase~l -Gens (CHS1) 
15 entnommen werden, das allerdings nicht fur die Herstellung 
eines Wundfilmes eingesetzt wird sondern fur das 
Zellwachstum. 

Andere der eben genannten Produkte zur Wundbehandlung sorgen 
20 fur eine verbesserte Wundheilung, indem sie heilf ordernde 
Substanzen wie etwa Chitosan enthalten. So werden z. B. 
Wundauflagen aus Collagen/Chitosan-Mischungen verwendet 
(US 5,116,824 sowie US 5,166,187) oder es werden Filme aus 
anderen Materialien mit Chitosan beschichtet, z. B. 
25 Polyvinylpyrrolidon (JP 3151976) . 

Das Problem dabei ist allerdings das Chitosan, das erst durch 
Deacetylierung aus dem Chitin von Schalentieren gewonnen 
wird. Bei dieser Art der Chitosanproduktion sind Vorkommen 
30 und Qualitat saisonal unterschiedlich und provenienzabhMngig . 

GroSflachige Verletzungen der menschlichen Haut, z. B. 
verursacht durch Verbrennungen oder Abschurf ungen stellen fur 
die Medizin immer noch ein relativ groSes Problem dar. Der 
35 Grund liegt darin, dass Patienten mit derartigen Verletzungen 
u. a. einen hohen Feuchtigkeitsverlust erleiden. Entscheidend 
ist dabei vor allern die Phase bis etwa 36 Stunden nach dem 
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Verletzungsereignis . AnschlieSend tritt dann ein 
gegenteiliger Effekt ein, d. h. die Wunde verschliefit sich 
primar, die Gewebsf lussigkeit wird zuruckgehalten und es 
kommt zu lokalen oder groiSf lSchigen Schwellungen, nicht 
5 selten begleitet von Spannungsschmerzen. 

Die Behandlung derartiger Verletzungen beschrankt sich 
bislang hauptsachlich auf das wiederholte Auftragen diverser 
Wundsalben, das Bedecken der Wunde mit einem Mull und das 
10 Fixieren durch einen Verband. Zusatzlich werden dem 

Patienten, abhangig von der GrdSe der Verletzung, noch 
Antibiotika verabreicht. 

Da derartige Wundauflagen die Wunde hermetisch abschlieBen, 
15 also keinen Gasaustausch zulassen und nicht transparent sind, 
ist ein haufiger Wechsel des Verbandes unvermeidbar , zumal 
diese Verbande auch nur eine begrenzte Aufnahmekapazitat fur 
Gewebsf lussigkeit (Blut, Lymphe) besitzen. Dies ist dem 
Heilungsprozess jedoch keineswegs dienlich, werden doch die 
20 neu gebildeten Hautflachen durch das Ablosen des Verbandes 
leicht beschadigt. 

Abgesehen von den Schmerzen, die der Patient auch noch 
wahrend der Heilung zu erdulden hat, spielt auch noch der 
25 psychische Aspekt eine Rolle. Selbst wenn die Wunden 

abheilen, bleiben bei der eben beschriebenen Therapie dennoch 
oft entstellende Narben zuruck, die dem Patienten womoglich 
mehr Probleme bereiten als die Schmerzen. 

30 Etwas Abhilfe konnen zwar Transplantationen schaffen, diese 
sind zum einen aber sehr zeit-, gedulds- und kostenintensiv, 
zum anderen wird die schon geschadigte Korperpartie erneut 
einem starken Stress ausgesetzt. 

35 Eine Alternative zur Wundversorgung mit Wundsalbe, Mull und 
Pflaster ist die Transplantation unversehrter Haut auf die 
Wunde. Denkbar sind autogsne und heterogene 
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Transplantationen, die Transplantation von Spenderhaut sowie 
die Verwendung von kunstlicher Haut. 

All diese Alternativen haben jedoch ihre Nachteile: Autogene 
5 Transplantationen verlagern zumeist lediglich die Verletzung, 
sind also nur bei Verbrennungen dritten Grades 
gerechtf ertigt . Die Nachteile der anderen Methoden beginnen 
mit der begrenzten Haltbarkeit von maximal 2 Wochen, hinzu 
kommen noch z. B. ethische Bedenken und mentale Probleme bei 
10 der Verwendung der Haut Verstorbener . 

Aus den geschilderten Nachteile des Standes der Technik hat 
sich deshalb fur die vorliegende Erfindung die Aufgabe 
gestellt, einen mikrobiell erzeugten, physiologisch- 
15 vertraglichen, permeablen Film, bestehend aus Chitosan- 
enthaltender Cellulose zu entwickeln, der elastisch und 
durchsichtig ist, einen Gasaustausch zulasst und der als 
Wundauflage verwendet werden kann, 

20 Gelost wurde diese Aufgabe durch einen Film, der mit Hilfe 
eines Cellulose- und Chitin-produzierenden Mikroorganismuses 
und durch Deacetylierung der Chitin-Anteile zum Chitosan 
hergestellt wurde. 

25 Bei der praktischen Umsetzung dieser Aufgabenlosung haben 
sich uberraschend viele Merkmale und Effekte als uberaus 
positiv erwiesen. 

Der Chitosan-enthaltende Cellulosef ilm weist eine vernetzte 
3 0 Struktur auf , die seinen Einsatz als Wundauflage deshalb so 
interessant macht, da er in einigen Eigenschaf ten der Haut 
entspricht : 

> Es ist ein Gasaustausch moglich, ein Flussigkeitsverlust 
35 durch den Film tritt jedoch nicht auf; auch stellt der 

Film eine wirksame Barriere gegenuber Keimen dar. 
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> Weiterhin ist der Film elastisch und fuhlt sich auf der 
Haut generell als sehr angenehm an. 

> Der Film ist durchsichtig, ein oftmaliger 

5 Verbandswechsel ist somit unnotig, die damit verbundene 

Verletzung der heilenden Wunde und die Inf ektionsgef ahr 
werden reduziert. 

Daneben haben sich weitere Vorteile des erf indungsgemaSen 
10 Cellulosef ilms ergeben: 

> Geringe Kosten fur Produktion und Auf bereitung, da der 
Film einfach zu sterilisieren ist. Auch die Aufbewahrung 
erfolgt bei normalen Umgebungsbedingungen, da der Film 

15 nicht verderblich ist. 

> Der Film kann einfach auf die Wunde gelegt werden, eine 
Fixierung durch Pflaster und Verbande ist unnotig. 

20 > Der Film lasst sich aufgrund seiner Elastizitat und 
Haftungsfahigkeit nahezu auf alien Korperstellen 
einsetzen. 

> Die Anwendung des Cellulosef ilms reduziert die Schmerzen 
25 unmittelbar, da er die f reiliegenden Nervenenden 

schiitzt . 

> Die Narbenbildung wird reduziert. 

30 > Es treten keine allergischen Reaktionen auf. 

Im Rahmen der Erf indung haben sich Filme als besonders 
geeignet erwiesen, die mindestens 0,1 Gew.-% Chitosan 
enthalten, wobei 0,1 bis 10 Gew.-% besonders zu bevorzugen 
35 sind. Die maximale mogliche Obergrenze fur den Chitosan- 

Gehalt variiert im allgemeinen mit den jeweiligen speziellen 
Anwendungsbereichen und sonstigen Inhaltsstof f en des 
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Cellulose-Films, uberschreitet jedoch in vielen Fallen kaum 
die 50 Gew.-%. 

Wie bereits angedeutet, ist es fur bestimmte Anwendungsf alle 
5 notwendig, dass der Film eine spezielle Permeabilitat 
aufweist, weshalb durch die Erfindung ein Film bevorzugt 
wird, der gas- und/oder f lussigkeits- und/oder 
lichtdurchlassig ist. 

10 Eine erf indungswesentliches Merkmal ist die Tatsache, dass 
der beanspruchte Film mit Hilfe eines Mikroorganismuses 
hergestellt wurde. Dafur haben sich rekombinante 
Bakterienzellen als besonders geeignet erwiesen, wobei 
rekombinante Acetobacter-Zellen, und hier besonders bevorzugt 

15 Zellen des Stammes Acetobacter xylinum, den Anf orderungen 
insbesondere entsprechen. 

Fur den vorliegenden Fall ist es nun besonders vorteilhaft, 
wenn Bakterienzellen fur die Produktion des erf indungsgemaSen 
20 Filmes eingesetzt wurden, in die ein fur Chitin-Synthetase 
und/oder Chitin-Synthase codierendes Gen (Operon) 
transformiert worden ist, was die Erfindung ebenfalls 
berucksichtigt und was vorzugsweise durch Elektroporation 
geschehen sein sollte. 

25 

Alternativ besteht auch die Moglichkeit, dass die 
Genubertragung mit Hilfe eines Plasmids und/oder eines 
Vektors erfolgt ist. Bei dieser Variante sollte die 
Geniibertragung vorzugsweise mit Hilfe einer bakteriellen 
30 Wirtzelle durchgefuhrt worden sein; Escherichia coli -Zellen, 
die ihrerseits rekombinant sein konnen, sind fur die 
Genubertragung besonders gut geeignet. 

Hinsichtlich der Genubertragung uber einen Vektor sieht die 
35 Erfindung vor, dass dies vorzugsweise mit einem Bakterien- 
kompatiblen Vektor,. wie z. B. pUC19 erfolgt ist. 
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Wie ebenfalls bereits beschrieben, stellt Chitin die 
hauptsachliche Stutzsubstanz bei Pilzen dar, weshalb Pilze 
zur Chitinproduktion bevorzugt sind. Aus diesem Grund greift 
auch die vorliegende Erfindung zur Produktion von Chitin auf 
5 Gene zuriick, die aus der DNA oder auch aus einer 

reverstranskribierten cDNA eines Hefepilzes stammen, wofur 
die bekannten Hefepilze Aspergillus nidulans, Saccharomyces 
cerevisiae und Neurospora crassa in vorteilhaf ter Weise 
geeignet sind. 

10 

Selbstverstandlich konnen auch alle anderen geeigneten 
Mikroorganismen naturlichen Ursprungs oder mit Hilfe bio- 
oder gentechnologischer Verfahren veranderte Mikroorganismen 
zur Lieferung des Chitin-Synthetase- /Synthase -Gens 
15 herangezogen werden. 

Die breitgefacherten Moglichkeiten, die sich mit dem 

erf indungsgemafien Film ergeben, veranschaulicht nicht zuletzt 

eine weitere Erf indungsvariante, die den Einsatz von 

20 Cellulose- und Chitin-produzierenden Mikroorganismen 

vorsieht, die Enzyme zur Synthese von Biopolymeren enthalten, 
die mit Chitin strukturell verwandt sind, worunter 
insbesondere Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat und Heparin 
fallen. Aber auch andere physiologisch vertragliche und fur 

25 den jeweiligen Anwendungsf all des erf indungsgemaSen Films 

geeignet e Substanzen konnen von den im Wesent lichen den Film- 
produzierenden Mikroorganismen synthetisiert werden. 

Urn letztendlich zum gewiinschten Produkt, dem Cellulose- und 
30 gleichzeitig Chitosan-enthaltenden Film zu gelangen, mussen 
die Chitin-Anteile durch Deacetylierung in Chitosan 
umgewandelt werden. 

Schlie&lich kann der beanspruchte Film zur Abrundung seiner 
35 Einsatzmoglichkeiten neben den beiden wesentlichen 

Hauptkomponenten Cellulose und Chitosan noch zusatzlich 
andere Wirkstoffe oder Fuiistoffe enthalten, wobei ein oder 
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mehrere Antiallergene, Antibiotika, Antioxidantien, 
Antischmerzmittel , Antiseptika, Entzundungshemmer, 
Immunstimulantien, Moisturizer, Radikalf anger # 
Strahlenblocker und dermatotrophe, neurotrophe und 
5 neoplastische Wirkstoffe vorzuziehen sind. 

Als bevorzugte Verwendung des beanspruchten Films sieht die 
Erfindung seinen Einsatz als Wundauflage und/oder Hautersatz 
und/oder als kunstliche Blutbahn vor, wobei der Film im 

10 letztgenannten Fall sowohl in seiner Gesamtheit naturliche 
Blutbahnen ersetzen kann, aber auch nur als auSere 
Beschichtung und/oder Innenauskleidung dienen kann; er kann 
aber gleichermaSen auch in alien anderen medizinischen 
und/oder nicht -medizinischen Bereichen verwendet werden, in 

15 denen seine speziellen Eigenschaf ten von Vorteil sind. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
Behandlung von groSf lachigen Verletzungen, wie z.B. 
Verbrennungen oder Abschiirfungen, durch Auflegen des 
20 erf indungsgemaSen Films auf die Verletzung. 

Die nachfolgenden Beispiele veranschaulichen die vielfaltigen 
Vorteile des erf indungsgemaSen Cellulose- und Chitosan- 
enthaltenden Filmes. 

25 

Beispiele 

1. Kultivierung Acetobacter (Basiskultur) 

3 0 Als Cellulose-produzierender Tragerorganismus fur das Chitin- 
Synthetase-Gen wurde Acetobacter xylinum, ein aerobes gram- 
negatives Bakterium ausgewahlt, das in der Lage ist, Glucose 
in Cellulose zu metabolisieren. 



35 



Die Kultivierung erfolgte unter statischen Bedingungen bei 
Temperaturen zwischen 25 und 30 °C. 
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Fur die Celluloseproduktion erwies sich das von Schramm und 
Hestrin in Biochem. J. 1954, 58, Seite 345-352, beschriebene 
Medium am geeignetsten. Dieses Medium enthalt pro Liter: 



5 20 g Glucose 

5 g Pepton 

5 g Hefeextrakt 

2,7 g Na 2 HP0 4 

1,15 g Zitronensaure 

10 Rest Wasser 

Die Kultivierung erfolgte viber eine Dauer von mehreren Tagen. 



2. Isolierung der Chit in-Svnthetase -Gene 

15 

Die Chitin-Synthetase-Gene wurden aus Aspergillus nidulans 
isoliert. Die Gene wurden nach einer reversen Transkription 
der RNA aus der cDNA isoliert. 



20 3. Klonierung der Chitin-Synthetase-Gene in Acetobacter 



Die Chitin-Synthetase-Gene wurden nach der unter 2. 
beschriebenen Isolierung in entsprechende Plasmide ligiert 
und zur Amplif ikation in Escherichia coli-Zellen 

25 transformiert . Als Selektionsmarker diente Ampicillin. Nach 
Kultivierung positiver E . -coli-Klone wurde das Plasmid 
re-isoliert, die Chitin-Synthetase herausgeschnitten, in 
einen Acetobacter-spezif ischen Vektor vom Typ pUC19 ligiert 
und in Acetobacter-Zellen der Basiskultur 1 transformiert. 

30 Als Selektionsmarker in Acetobacter diente eine Ampicillin- 
Resistenz. Um Storungen durch die vom Acetobacter xylinum 
gebildete Cellulose bei der Transformation vorzubeugen, wurde 
den Kulturen eine Cellulase-Losung in einer Endkonzentration 
von 1 Gew.-% zugegeben. Die Transformation erfolgte mittels 

35 Elektroporation . 
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4. Kultivierung der Klone 

Die Kultivierung der Chitin-positiven Acetobacter- Klone 
erfolgte im oben beschriebenen Schramm-Hestrin-Medium, das 
5 mit 50 /xg/ml Ampicillin supplementiert war. Die 

Kultivierungsbedingungen wurden dariiber hinaus im Vergleich 
zu der Basiskultur nicht verandert. 

5. Ernte des Chitin-enthaltenden Cellulose-Films 

10 

Der nach Stufe 4. erhaltene Cellulose-Film wurde nach 
gangiger Methode gereinigt und durch Deacetylierung des 
Chitins in den Chitosan-enthaltenden Cellulose-Film 
iiberfuhrt, der weiteren Auf arbeitungs- und 
15 Sterilisationsschritten unterzogen wurde. 

Auf diese Weise wurde ein mikrobiell erzeugter, 
physiologisch-vertraglicher, permeabler und iiber langere Zeit 
stabiler sowie haltbarer Film, bestehend aus Chitosan- 
20 enthal tender Cellulose mit einer Dicke von ca. 1,2 mm 

erhalten, der in hervorragender Weise zur Abdeckung von noch 
frischen oder bereits abheilenden Hautverletzungen geeignet 
ist . 
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Patentanspruche 

1. Physiologisch-vertraglicher, permeabler Film, bestehend 
aus Chitosan- enthaltender Cellulose, dadurch 
gekennzeichnet , dass er mit Hilfe eines cellulose- und 
chitinproduzierenden Mikroorganismuses und durch 
Deacetylierung der Chitin-Anteile zum Chitosan 
hergestellt wurde. 

2. Film nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass er 
mindestens 0,1 Gew.-% Chitosan enthalt. 

3. Film nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass er 0,1 bis 10 Gew.-% Chitosan 
enthalt . 

4. Film nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass er gas- und/oder f lussigkeits- 
und/oder lichtdurchlassig ist. 

5. Film nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass als Mikroorganismus rekombinante 
Bakterienzellen, vorzugsweise rekombinante 
Acetobacterzellen und ganz besonders bevorzugt Zellen 
des Stammes Acetobacter xylinum, eingesetzt wurden. 

6. Film nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass in 
die Bakterienzellen ein fur Chitin-Synthetase und/oder 
Synthase codierendes Gen (Operon) transformiert worden 
ist, vorzugsweise durch Elektroporation. 

7. Film nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Geniibertragung mit Hilfe eines Plasmids und/oder Vectors 
erfolgt ist. 

8. Film nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Geniibertragung iiber ein Piasmid mit Hilfe einer 
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bakteriellen Wirtszelle, bevorzugt einer Escherichia 
coli-Zelle und ganz bevorzugt einer rekombinanten E. 
coli-Zelle durchgefuhrt worden ist. 

5 9. Film nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch 

gekennzeichnet, dass als Vector ein bakterienkompatibler 
Vector eingesetzt worden ist. 

10. Film nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet das als 
10 Vektor pUC19 eingesetzt worden ist. 

11. Film nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Gen aus der DNA oder aus einer 
reverstranskribierten cDNA eines Hefepilzes stammt. 

15 

12. Film nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Gen aus einem Hefepilz der 
Reihe Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae 
oder Neurospora crassa stammt. 

20 

13. Film nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass cellulose- und chitinproduzierende 
Mikroorganismen verwendet werden, die Enzyme zur 
Synthese von mit Chitin strukturell verwandten 

25 Biopolymeren, insbesondere von Hyaluronsaure , 

Chondroitinsulf at und Heparin, enthalten. 

14. Film nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass er zusatzlich ein oder mehrere 

30 Antiallergene, Antibiotika, Antioxidantien, 

Antischmerzmittel, Antiseptika, Entzundungshemmer , 
Immunstimulantien, Moisturizer, Radikalf anger , 
Strahlenblocker und dermatotrophe, neurotrophe und 
neoplastische Wirkstoffe enthalt. 
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15. Verwendung des Films nach einem der Anspruche 1 bis 14 
als Wundauflage und/oder Hautersatz und/oder kunstliche 
Blutbahn. 
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